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Cellular communication network factor (CCN) ファミリータンパク質は細胞外でさまざまな分
子と結合し、その動態を制御することで組織発生・再生で重要な役割を果たしている。そのうち、CCN3
は軟骨細胞からも産生され、その増殖や成熟に関与している。過去にヒト軟骨細胞様 HCS-2/8細胞に
おいて解糖系酵素の一つである glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase を阻害する




１．解糖系阻害による CCN3 遺伝子発現誘導現象の確認 
 ヒト軟骨細胞様 HCS-2/8 細胞に解糖系酵素の一つである glyceraldehyde 3-phosphate 
dehydrogenase を阻害する monoiodoacetate (MIA) を作用させると CCN3 が誘導されることが過去
の研究より明らかとなっていた。この現象が別の解糖系酵素である enolase を阻害するフッ化ナト
リウム (NaF) でも再現されるかを、定量リアルタイム RT-PCRで検証した。続いてこれがヒト乳が
ん細胞株 MCF7および MDA-MB-231でも起こるかを同様に確認した。 






 ２で同定された CCN3エンハンサー領域を in silico解析し、エンハンサーに結合する転写因子候




 ３で実際に HCS-2/8細胞において見出された転写因子が、解糖系阻害による CCN3誘導に関与して
いるかを検証した。まず当該転写因子の遺伝子発現が解糖系阻害により誘導されるかを１と同様の
方法で検証した。続いて合成 siRNA によって候補転写因子の発現をノックダウンし、NaF による解
糖系阻害によって CCN3の発現誘導が起こるかを検証した。 
５．解糖阻害下で CCN3が軟骨細胞の viabilityに与える影響の検討 
 HCS-2/8細胞を解糖阻害下におき、抗 CCN3抗体を培地に添加して細胞の viabilityに与える影響
を WST-8アッセイで評価した。 
６．マウス骨端軟骨における CCN3の産生状況の確認 
 胎生 16日のマウス脛骨軟骨原基における CCN3の分布を、免疫組織染色により確認した。 
【結果】 
 HCS-2/8細胞、ヒト乳がん細胞株 MCF7および MDA-MB-231細胞において MIA、NaFによる解糖阻害




解析し、この制御を媒介する特定の転写因子として regulatory factor binding to the X‐box 1 
(RFX1) を候補として得た。続く HCS-2/8 細胞を用いた検討により、RFX1 は解糖阻害によりその発
現が誘導され、CCN3の発現誘導に必要であることが明らかになった。なお解糖阻害条件下で、抗 CCN3





























すでにヒト軟骨細胞様 HCS-2/8 細胞において解糖系酵素の一つである glyceraldehyde 3-
phosphate dehydrogenase を阻害する monoiodoacetate (MIA)による解糖系の遮断により CCN3 が誘
導されることが報告されていることから、まず CCN3 と解糖系との関係を詳細に検討するために、別
の解糖系酵素である enolaseを阻害するフッ化ナトリウム (NaF) でも再現されるか、定量リアルタ




修飾、転写因子結合状況を解析し、この制御を媒介する特定の転写因子として regulatory factor 
binding to the X‐box 1 (RFX1) を候補として得た。続く HCS-2/8細胞を用いた検討により、RFX1













Journal of Cellular Physiologyに掲載されており、国際的にも評価されている。よって、審査委
員会は本論文に博士（歯学）の学位論文としての価値を認める。 
 
 
  
 
